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1 Einleitung

Der Saccus endolymphatics (endolymphatischer Sack, ES) als Teil des
Innenohres liegt als Ausstilpung des membrandsen Labyrinths mit seinem
proximalen und intermedidaren Teil im Felsenbein bzw. mit seinem distalen Ende
in einer Duraduplikatur in der N&he des Sinus sigmoideus. Der ES steht dabei Uber
den Ductus endolymphaticus (endolymphatischer Dukt, ED) in direkter Verbindung
mit dem endolymphatischen Raum der Cochlea und des Vestibularorgans (1, 2).
Man nimmt an, dass sowohl der ES als auch der ED in der Regulation der
endolymphatischen Flussigkeits- und lonenhomeostase involviert sind (3-6),
allerdings sind die exakte Rolle der unterschiedlichen Abschnitte des ED und ES
und deren zugrundeliegenden Mechanismen noch nicht hinreichend geklart.
Gegenwartig wird angenommen, dass die transepitheliale Flissigkeits- und
lonenhomeostase sowohl Uber trans- als auch Uber parazellulare Mechanismen
erfolgen kann (7, 8). Bislang wurden vor allem Untersuchungen zu transzellularen
Transportprozessen im ES durchgefihrt und dabei die Expression einer Reihe von
Kanalen und Wassertransportern identifiziert wie zum Beispiel Aquaporine (AQP),
der Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR) (9),
epitheliale Natriumkanal (ENaC) (10), Pendrin (5), Na*K*2ClI'Kotransporters
(NKCC)(11-13). Im Gegensatz dazu ist nur sehr wenig Uber parazellularen
Mechanismen bekannt, die Einflul auf die endolymphatische lonen- und
Flissigkeitshomdostase haben kdnnen. Diese parazellularen Transportvorgange
werden durch Zell-Zell Verbindungen reguliert, die auch als Tight Junctions (TJ)
bekannt sind. Dabei sind die apikalen Pole der lateralen Membranen zweier Zellen
durch versiegelnde Strange miteinander verbunden, die aus Mitgliedern der
Claudin Familie und assoziierten Proteinen wie dem Zonula occludens - Protein 1
(ZO-1), Zonula occludens - Protein 2 (ZO-2) sowie Occludin oder den
Marvelproteinen aufgebaut sind (14-16). Die Claudine werden allerdings nicht
mehr nur als Epithelien versiegelnde Molekile betrachtet, die die Zell-Zell
Verbindungen dicht machen und somit einen parazellularen Wasser und lonenflul3
unterbinden. Vielmehr kénnen die Claudin Familienmitglieder in barriere- und
porenbildende Molekile untergliedert werden, je nachdem, ob Sie die
parazellulare Dichtigkeit einer Zellschicht erhohen (17) oder reduzieren (18-20).
Daher ist es nicht erstaunlich, dass die Kombination der Expression der Claudine
und deren quantitatives Verhaltnis die parazellulare Permeabilitat fir lonen und
Flussigkeit letztendlich regulieren kénnen (21). Bereits in den 1980er Jahren
wurden in verschiedenen Studien TJ auch in Epithelien des ES identifiziert. Vor

allem elektronenmikroskopische Analysen von Gefrierbruch-Replikas und
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Lanthanum Injektionsexperimente konnten dabei zeigen, dass sich der ED und die
verschiedenen Teile des ES im ultrastrukturellen Erscheinungsbild der TJ und der
parazellularen Permeabilitat fir Schwermetallionen unterscheiden kdnnen (22,
23).  Kurzlich wurde auch die mRNA Expression von einigen Claudin
Familienmitglieder im ES charakterisiert (24, 25). Allerdings sind bisher kaum
weitere Daten bezliglich der Rolle der verschiedenen Teile der endolymphatischen
Epithelien bei parazellularen Flissigkeits- und lonentransporten und deren
zugrundeliegenden Mechanismen bekannt. Ziel dieser Studie war es somit jene
Claudine zu identifizieren, die die TJs in ED und ES Epithelien formen und somit
deren Barriereeigenschaften maRgeblich beeinflussen. Kommt es zu einer
Fehlregulation der lonen und Flussigkeitshombostase der Endolymphe, so kann
es histopathologisch zur Ausbildung des endolymphatischen Hydrops (EH) und
der damit assoziierten Erkrankung des Morbus Meniére (MM) kommen (2, 4).
Diese ist charakterisiert durch eine Kklassische Trias mit Schwindel,
Tieftonhorverlust und Tinnitus (2). Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass erhthte
Spiegel des anti-diuretischen-Hormons (ADH) nicht nur haufig mit dem Auftreten
des MM Korreliert sind (26, 27) sondern auch, dass die chronische Verabreichung
von ADH im Tiermodell einen EH mit entsprechender klinischer Symptomatik
induzieren kann (28-30). Somit wurden in einem weiteren Schwerpunkt unserer
Studie die Auswirkungen von ADH auf die Expression sowie subzelluldre
Lokalisation der identifizierten Claudine untersucht, um Hinweise auf mdgliche

ADH regulierte parazelluléare Transportvorgdnge zu gewinnen

1.1 Anatomie des Innenohres

Das Innenohr ist ein im Felsenbein lokalisiertes neurosensorisches Organ, das
aus der Cochlea, dem Vestibularorgan und dem endolymphatischen Sack (ES)
besteht. Der dabei im Felsenbein gebildete kndcherne Kanal, der mit Perilymphe
gefullt ist und das eigentliche Sinnesorgan beinhaltet, wird als Labyrinthus
osseus bezeichnet. In diesem aufgehangt und gleichsam von Perilymphe
umgeben findet sich der Labyrinthus membranaceus, welcher einen
abgeschlossenen Raum fir die Endolymphe formt und gleichzeitig die
Sinneszellen von Cochlea und Vestibularorgan beherbergt (1, 2). Der Aufbau der
Cochlea ist durch einen schneckenformig gewundenen Gang charakterisiert, der
sich somit in insgesamt 3 Etagen untergliedern lasst. Kranial befindet sich die
Scala vestibuli, die mit Perilymphe gefillt ist und nur durch eine dinne

Reissner'sche Membran von der darunter befindlichen Scala media abgetrennt
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ist. Diese auch als Ductus cochlearis bezeichnete Etage ist mit Endolymphe
gefullt und beinhaltet unter anderem die auf der Basilarmembran aufsitzenden
Haarsinneszellen. Unter der Basilarmembran befindet sich als unterste Etage die
Scala tympani, die wiederum mit Perilymphe gefllt ist (2). Entscheidend ist daher
die Differenzierung von zwei topographisch unterschiedlichen und voneinander
abgetrennten Raumen: Der perilymphatische Raum der Scala vestibuli und
Scala tympani formt (ber den Aqueductus vestibuli und den Aqueductus
cochleae eine direkte Verbindung mit dem Subarachnoidalraum. Im Gegensatz
dazu bildet der endolymphatische Raum des Ductus cochlearis nicht nur mit dem
Vestibularorgan ein Kontinuum sondern steht auch tiber den endolymphatischen
Dukt (ED) in direkter Verbindung mit dem ES (1).

1.2 Histologischer Aufbau des ES

Anatomisch wurde der ES bereits 1927 in insgesamt 3 Abschnitte unterteilt (31):
Der proximale Abschnitt (proximal sac portion: PSP) mit Ubergang zum ED und
der intermediare Anteil (intermedial sac portion: ISP) befinden sich intraossér im
Felsenbein wahrend der distale Teil (distal sac portion: DSP) des ES bereits
extraossar zu liegen kommt und in unmittelbarer Nahe des Sinus sigmoideus von
einer Duraduplikatur umfasst wird (1, 2). Auch wurde in verschiedenen Studien
gezeigt, dass der ES speziell beim Menschen keine einfache sackférmige
Struktur besitzt sondern vielmehr durch einen tubularen, zum Teil stark
verzweigten Aufbau charakterisiert ist (32). Bei der Ratte hingegen nimmt der ES
nur eine eher einlumige (kugelige, oder ballonartige) Struktur ein (33). Vor allem
in den 1980er Jahre wurde mittels elektronenmikroskopischen Techniken viel von
unserem heutigen Wissen tber den ultrastrukturellen Aufbaus des ES gewonnen
(34, 35), das bis heute durch einige neuere Studien verfeinert wurde (36): Das
endolymphatische Epithel weist dabei einen einschichtigen Aufbau auf und
beinhaltet je nach Lokalisation unterschiedliche Zelltypen: Der ED zeigt bei
verschiedenen Spezies ein meist kuboidales Epithel mit Zellen reich an
Ribosomen (Ribosoma rich like cells: RRLCs), die in ihrer Form bestimmte
Ahnlichkeiten mit den ribosomenreichen Zellen (RRCs) des ES zeigen (35, 37).
Im ES hingegen wurden mitochondrienreiche Zellen (MRCs) und RRCs als die
beiden vorherrschenden Zelltypen beschrieben. Bei der Ratte variiert dabei
deren Anteil und morphologisches Erscheinungsbild je nach Region des Sacks.
So wurde beispielsweise in der PSP von Ratten der Anteil von MRCs mit 10 —

15%, in der ISP hingegen mit 20 — 25% beziffert. Demgegeniber entspricht der
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Grol3teil der Zellen in diesen Bereichen des ES dem RRC-Typ. Auch in der DSP
wurde der RRC-Typ als dominierend beschrieben, wobei gleichzeitig eine leicht
abweichende Morphologie der beiden Zelltypen im Gegensatz zur PSP und ISP
auffallig war (33). Bei humanen ES Proben wurden in einer neuen Studie mit
optimierten Fixationstechniken in der PSP und ISP insgesamt 3 Zelltypen
unterschieden (36). Die Mehrzahl der Zellen entsprach dabei einem Mischtyp
(nicht genau klassifizierbarer Zelltyp), da diese morphologisch sowohl Aspekte
von MRCs als auch RRCs aufwiesen. Nur ca. 20% der gesamten Zellen in der
humanen ISP konnten hingegen exakt den MRCs bzw. RRCs zugeordnet
werden. Im Gegensatz zur PSP und ISP konnte in der gleichen Studie in der DSP
ein eher flachen Epithel mit einem weiteren Zelltyp beschrieben werden, der
durch eine geringe Menge an intrazellularen Vesikeln und Mikrovilli
charakterisiert war (36). Zusammenfassend kann hier also festgestellt werden,
dass der ES mit seinen Anteilen bei vielen Spezies histologisch vor allem MRCs
und RRCs aufweist, wobei auch Mischformen und morphologische
Abweichungen dieser Zellen in Abhangigkeit von der untersuchten Spezies in der
Literatur beschrieben sind. Die exakte Funktion dieser Zellen und deren Rolle bei
den physiologischen Prozessen des ES sind bislang allerdings nur sehr

unzureichend verstanden.

1.3 Physiologische und pathophysiologische Aspekte des ES und die Rolle von ADH

Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass der ES verschiedene Funktionen
einnimmt: Neben einer endokrinen (38) und immunologischen Rolle (39) wird
auch eine Funktion des ES in der Regulation der endolymphatischen lonen- und
Flussigkeitshomoostase diskutiert. Daten haben hierbei gezeigt, dass eine
chirurgische Obstruktion des ES tatséchlich einen sogenannten EH ausldsen
kann — ein Zustand, bei dem sich die Reissner Membran durch erhdhten Druck
im Ductus cochlearis in den perilymphatischen Raum der Scala vestibuli vorwélbt
(40). Dieser EH wird auch als histopathologisches Korrelat des MM verstanden
— einer Innenohrerkrankung, die mit einer Dysregulation der endolymphatischen
Flissigkeits- und lonenhomeostase in Verbindung gebracht wird und durch
Tieftonhorverlust, Vertigo und Tinnitus charakterisiert ist (2, 41). Studien haben
zudem gezeigt, dass der attackenweise auftretende MM haufig mit erhdhten ADH
Spiegeln korreliert (26, 42, 43). ADH, auch als Vasopressin bekannt, ist ein
Hormon, welches urspriinglich als essentieller Regulator der  renalen

Wasserresorption identifiziert wurde. Dabei induziert ADH nach Bindung an den

10



Vasopressin 2—-Rezeptor (V2R) in Nierentubuluszellen Uber den cyclischen
Adenosinmonophosphat- (CAMP-) und Proteinkinase A- (PKA-) Signhalweg die
Translokation von Aquaporin-2 (AQP2) von intrazellularen Vesikeln in die
luminalen Membranen, sodass — auch in Zusammenspiel mit dem basolateral
lokalisierten AQP4 — Wasser entlang seines osmotischen Gradienten aus den
Nierentubuli herausgezogen und damit resorbiert werden kann (44). Seit dem
Nachweis der AQP2 und V2R Expression in Epithelien des ES wird auch ein der
Niere ahnlicher Mechanismus bei der Pathogenese des MM vermutet (11, 45).
Tatsachlich haben verschiedene Tierstudien gezeigt, dass die Verabreichung
groRerer Dosen ADH oder V2R Analoga auch einen EH (28, 29, 46) und damit
assoziierte Meniére'sche Symptomatik (30) zur Folge haben kann. Neuere
Veroffentlichungen haben aber auch gezeigt, dass die Aktivierung des
CAMP/PKA-Signalwegs nicht nur transzellulare sondern auch parazellulare
Transportprozesse beeinflussen kann (47, 48). Zusammenfassend ist aber
festzustellen, dass die Physiologie der endolymphatischen Ilonen- und
Flussigkeitshomoostase und die transzellularen bzw. parazellularen
Komponenten sowie die Rolle von ADH an diesen Prozessen nicht hinreichend
aufgeklart sind.

1.4 Tight Junctions und Claudine

Alle inneren und auRleren Korperoberflaichen werden durch epitheliale
Zellverbande ausgekleidet. Damit entsprechende Kompartimente abgrenzt und
deren spezifische Funktionen erfillt werden kodnnen, ist es von essentieller
Bedeutung, dass der transepitheliale lonen- und Wasserflul3 strikt reguliert wird
(49). Es ist hinreichend bekannt, dass sich die transepithelialen
Transportprozesse dabei in eine transzellulare sowie parazellulare Komponente
untergliedern lassen (7, 8): transmembranare Transportvorgdnge, die
beispielsweise durch Molekiile wie den Na+K+2Cl-Kotransporter (NKCC), den
epithelialen Natriumkanal (ENaC) oder Wasserkanéle, die Aquaporine (AQP)
vermittelt werden, sind intensiv beforscht und werden heute als entscheidende
Komponenten der transzellularen Flisse durch das Epithel angesehen (50-52).
Parazellulare Transportvorgange hingegen werden durch Zell-Zell Verbindungen
an den apikalen Polen der lateralen Membranen zweier benachbarter Zellen
reguliert (53). Diese auch als TJ bekannten Strukturen besitzen in ihren
extrazellularen Bereichen Stréange, die wiederum mit extrazellularen TJ-

Strangen der Nachbarzellen interagieren. Dabei kbnnen komplexe interzellulére
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Versiegelungen  der  Epithelschicht ausgebildet und parazellularen
Transportvorgéange effizient reguliert werden. Die intrazellularen Anteilen der TJ
stehen hingegen Uber sogenannte Scaffolding-Proteine mit verschiedenen
anderen Molekilen wie beispielsweise Signalmolekillen oder dem Zytoskelett in
Verbindung (16, 54). Neuere Daten liefern mehr und mehr Hinweise darauf, dass
diese grollen TJ Komplexe neben der Regulation von parazellularen
Transportprozessen auch an einer Vielzahl von anderen Prozessen beteiligt sind
wie etwa an der Steuerung des Zytoskeletts, der Regulation von
Signaltransduktionswegen oder dem Zellzyklus (55-57). Erst Mitte der 1980er
Jahre, viele Jahre nach der ultrastrukturellen Erstbeschreibung der TJ, begann
die Aufklarung der molekularen Komponenten von TJ, die sich grob in die 2
Gruppen der Scaffolding- und der Transmembranproteine untergliedern lassen.
Das erste identifizierte TJ Molekdl war das Scaffolding Protein Zonula occludens
-1 (ZO-1), das bereits 1986 mit der Isolierung einer TJ Proteinfraktion aus
Lebergewebe gewonnen wurde und sich danach zu einem der am besten
charakterisierten TJ Molekile entwickelte (58). ZO-1 und dessen Verwandte ZO-
2 bzw. ZO-3 sind zytoplasmatisch lokalisiert und kénnen Uber zahlreichen
Domanen eine Vielzahl von transmembranaren TJ Molekilen wie Claudine oder
Occludin binden oder mit zytoskletalen Komponenten wie Aktin oder Aktin-
bindenden Molekilen interagieren (59-61). Obwohl eine groRe Menge an Daten
zeigt, dass diese ZO-Molekile als zentrale Scaffolding-Einheiten eine
entscheidende Rolle bei der Zusammensetzung, und Regulation von TJ spielen
(62, 63), so sind dennoch die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen
vielfach nicht oder nur liickenhaft verstanden. Die zweite Gruppe von TJ
Molekilen umfasst hingegen transmembrandre Proteine, die wiederum
zahlreiche Vertreter wie die Familie der Claudine, der Tight Junctions Associated
Marvel domain containing proteins (TAMPs) mit Occludin, Tricellulin oder Marvel
D3 und der Junctional Adhesion Molecules (JAMs) beinhalten (54). Erst in den
spaten 1990er Jahren konnte durch richtungsweisende Experimente gezeigt
werden, dass Mitglieder der Claudin Familie die grundlegenden Komponenten
fur den molekularen Aufbau der TJ Strangen darstellen und deren physiologische
Barrierefunktion entscheidend mitbestimmen (14, 64). Mit diesen Daten wurde
Ende der 1990er Jahre schlief3lich die Entwicklung der Barriereforschung mit der

intensiven Charakterisierung von Claudinen eingeleitet.
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1.4.1 Struktureller Aufbau der Claudine

Claudine gehdren zu einer Familie mit derzeit 27 Vertretern, wobei die
Familienzugehdrigkeit von einigen dieser Vertreter kontrovers diskutiert wird
(65, 66). Um nun die Mechanismen der Claudine bei der Ausbildung von
parazellularen Barrieren oder Poren mit ihrer spezifischen lonen- bzw.
GrolRenselektivitat in den TJ wirklich verstehen zu kénnen ist ein detailliertes
Wissen uber die Struktur sowie das Interaktionsverhalten der verschiedenen
Claudine essentiell. Trotz dieser Wichtigkeit sind auch heute noch die
strukturbiologischen Aspekte, Claudin-Protein-Interaktionen und vor allem die
sich daraus ableitenden Barriereeigenschaften nur unzureichend verstanden.
Uber viele Jahre trugen speziell bioinformatische Methoden bzw.
computergestiitzte Modellerstellung (67-69) sowie Mutationsexperimente mit
dem Austausch von bestimmten Aminosduren zum strukturbiologischen
Verstandnis und der Erforschung des Interaktionsverhaltens bei (70). Grol3e
Meilensteine wurden allerdings erst kirzlich im Jahr 2014 bzw. 2015 mit der
Gewinnung der ersten Kiristallstrukturen von Claudin 15 und 19 erreicht, die
nun auch exaktere Vorhersagen zur Struktur von anderen Claudin
Familienmitgliedern und deren Barriere- bzw. Poreneigenschaften
ermdglichen (71, 72). Grundsétzlich sind Claudine transmembranare Proteine
mit einem relativ kurzen, zytoplasmatischen N-Terminus. Auf diesen folgen
die erste transmembranare Region sowie der erste extrazellulare Loop
(ECL1). Nach 2 weiteren transmembranaren Abschnitten ist der deutlich
kleinere zweite extrazellulare Loop (ECL2) zu finden. Das Polypeptid endet
schlieBBlich mit einer vierten transmembrandren Region und einem
zytoplasmatisch gelegenen relativ langen und variablen C-Terminus (73). Das
Interaktionsverhalten der Claudine wird dabei im Allgemeinen durch eine hoch
konservierte Region in der ECL2 bestimmt. Im Vergleich zu den beiden
extrazellularen Doméanen wird dem zytoplasmatischen, C-terminale Abschnitt
hingegen eine regulatorische Funktion zugeschrieben. Die meisten Claudine
verfligen in dieser Region uber eine sogenannte PDZ-Bindungsdomaéne, die
mit zahlreichen Scaffolding-Proteinen wie beispielsweise dem ZO-1 interagiert
(74). Zudem konnten Studien zeigen, dass die C-terminale Region intensiver
posttranslationaler Modifizierung unterliegt und dass dadurch die Funktion
und subzellulare Lokalisationen der Claudine mafgeblich reguliert werden
kénnen. In diesem Zusammenhang beschreiben beispielsweise einige

Veroffentlichungen, dass die korrekte Lokalisation von einigen Claudinen in
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1.4.2

TJ die Palmitoylierung der C-terminale Cysteinreste voraussetzt. Desweiteren
wurden einige Phosphorylierungsstellen in der C-terminalen Region
identifiziert, die schlecht konserviert und fiir jedes Claudin spezifisch zu sein
scheinen. So induziert die Phosphorylierung von Cldnl durch die beiden
Proteinkinasen A (PKA) und C (PKC) den Einbau des Claudins in die TJ.
Anders verhalt es sich hingegen mit Cldn3 und Cldn4, die durch PKA
abhangige Phosphorylierung aus den TJ heraus in das zytoplasmatische
Kompartiment translozieren kénnen (48). Zusammenfassend sprechen diese
Daten somit daflr, dass die ECL1 und ECL2 primar fir die
Poreneigenschaften bzw. Claudin-Interaktionen essentiell sind, wahrend die
C-terminale Region Uber posttranslationale Modifikationen und Interaktionen

mit Scaffolding Molekilen an regulatorischen Prozessen der TJ beteilig ist.

Rolle der Claudine bei parazellularen Transportprozessen

Elektrophysiologische Untersuchungen, Uberexpressionsstudien und auch
die Generierung von Knock-Out Mausen haben einen essentiellen Beitrag zur
Charakterisierung der Funktion und Rolle von Claudinen bei parazellularen
Transportprozessen geleistet. Ende der 1970er Jahre, fast 2 Dekaden vor der
Identifizierung der Claudine, deuteten anfangliche elektrophysiologische
Studien daraufhin, dass der transepitheliale Widerstand in logarithmischem
Ausmald mit der Anzahl der parallel verlaufenden TJ Stange zunimmt (75).
Einige Jahre spater wurde dies aber widerlegt. Damalige Daten zeigten
namlich, dass Epithelien mit einem &hnlichen ultrastrukturellen Aufbau der TJ
unterschiedliche transepitheliale Permeabilitdtseigenschaften aufweisen
kénnen, die zum Teil von der Ladung und der GroRRe der penetrierenden
Molekile abhangig sind (76, 77). Somit wurden in den 1980er Jahren bereits
die ersten Indizien dafur geliefert, dass TJ moglicherweise nicht nur als
Barrieren fungieren sondern auch eine spezifische Porenfunktion einnehmen
kénnen. Ende der 1990er Jahre wurde schlieBlich aufgrund von
wegweisenden Studien die Familie der Claudine als essentielle und
permeabilitatsbestimmende Komponente der TJ identifiziert. Durch
Uberexpression von Claudin 1 und 2 in Fibroblasten — Zellen, die in der Regel
Uber keine TJ verfigen — konnte beispielsweise die Bildung von
charakteristischen TJ Strangen und eine Zunahme des transepithelialen
Widerstandes in Zellkultur induziert werden. Im weiteren Verlauf konnte auch

mittels elektronenmikroskopischer Analysen von Immunogold-Farbungen an
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Gefrierbriichen nachgewiesen werden, dass die TJ Strange tatsachlich aus
polymerisierten Claudineinheiten aufgebaut sind (14, 78). Bereits kurze Zeit
nach der Erstbeschreibung der Claudine als TJ Molekile wurde schlieflich
das Konzept von barriere- und porenbildenden Claudine aufgestellt, welches
spatestens nach der Charakterisierung von Claudin 2 als parazellulare Pore
weitreichende Akzeptanz in der wissenschaftlichen Welt fand (18, 79).
Allerdings ist an dieser Stelle zu unterstreichen, dass sich das Konzept der
Poren- und Barriereclaudine als komplex erweist und nur unter bestimmten
Einschrankungen Giltigkeit besitzt: Streng genommen kénnen namlich alle
Claudine als barrierebildend betrachtet werden, da selbst die Uberexpression
von porenbildenden Claudinen in einem Zellverband ohne TJ immer zu einer
Erhdhung des transzellularen Widerstandes und damit zu einer
Barrierebildung fuhrt (80). Der Grund hierfur ist, dass eine durchlassige
parazellulare TJ-Barriere im Vergleich zum Fehlen jeglicher TJ bekanntlich
immer noch einen groReren Widerstand aufweist und damit verminderte
Permeabilitatseigenschaften mit sich bringt. Demgegenuber fihrt die
Expression von “porenbildenden” Claudinen in einem dichten Epithel zum
Einbau der Porenclaudine in die TJ bzw. zur Modifizierung der Eigenschaften
der bereits bestehenden TJ Strdnge. Dies wiederum hat eine relative
Zunahme der Permeabilitat und damit der transepithelialen Flisse zur Folge.
Es ist daher essentiell bei der Verwendung des Begriffpaares der Barriere-
bzw. Porenclaudine immer deren relativen Charakter im Auge zu behalten
(80). Zudem haben zahlreiche Studien gezeigt, dass gewisse Claudine nicht
einfach nur unspezifische parazellulare Kanale bilden, sondern in der Regel
auch eine besondere Ladungs- und GroRRenselektivitat aufweisen (81-84). Die
Komplexitat des Porenkonzepts wird noch weiter dadurch gesteigert, dass die
Ausbildung von bestimmten parazellularen Poren die Interaktion von
unterschiedlichen Claudine voraussetzt. Aufgrund der bereits bekannten
Barriere bzw. Poreneigenschaften von einigen Claudinen wéare es an dieser
Stelle natirlich verlockend, die Claudin Expression in einem Gewebe zu
untersuchen um davon dann direkte Schlisse auf die parazellularen
Permeabilitatseigenschaften des Epithels zu ziehen. Die Realitét gestaltet sich
allerdings als weitaus komplexer: Seit der Erstbeschreibung der Claudine als
TJ Molekile gab es unzéhlige Studien, in denen die Claudin Expression in
verschiedensten Geweben erfasst wurden. In besonderem Fokus stand dabei
beispielsweise die Charakterisierung der Claudin Expression im

Verdauungstrakt, den Nieren, verschiedenen Driisenorganen oder dem
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Innenohr und wurde in den letzten Jahren auch in zahlreichen Reviews
diskutiert (80, 85) Hierbei wird deutlich, dass in den meisten Geweben in der
Regel deutlich mehr als 5 Claudine zum Teil in unterschiedlichen Quantitaten
gleichzeitig exprimiert werden. Aufgrund der Kombinatorik alleine ergibt sich
schon hier eine enorme Anzahl an mdglichen Claudin-Interaktionen, sodass
eine exakte Vorhersage bezlglich den parazellularen
Permeabilitatseigenschaften mit Einschrankungen und zum Teil nur mit
grolRer Unsicherheit getroffen werden kann. Eine Vorhersage wird noch
dadurch erschwert, dass in Abhangigkeit vom Entwicklungs- und
Differenzierungsstadium sowie der exakten Lokalisation von Zellen selbst
innerhalb eines Gewebeverbandes signifikante Unterschiede in der Claudin
Expression sowie der subzellularen Claudin Lokalisation vorherrschen
kénnen. Zusammenfassend ist daher festzustellen, dass fur Erfassung der
parazellularen Eigenschaften weit mehr als das alleinige Spektrum der
exprimierten Claudine ausschlaggebend ist. Vielmehr sollten zahlreiche
weitere Faktoren wie beispielsweise das quantitative Verhdltnis der
exprimierten Claudine zueinander, mogliche Interaktionen, posttranslationale
Modifizierungen oder auch die subzellulare Lokalisation in der Beurteilung ihre

Berticksichtigung finden.

TJ und Claudine im ES

Intensive Studien zu TJ in endolymphatischen Epithelien wurden vor allem in
den 1980er Jahren von Rask-Andersen mittels elektronenmikroskopischer
Techniken durchgefuhrt (22, 23, 35, 86). Bereits damals wurde einerseits
gezeigt, dass der ED vor allem ,seichte* (leaky) TJ und eine erhéhte
Durchlassigkeit gegeniiber Schwermetallionen aufweist. Beispielsweise
konnte mittels Lanthanum-Injektionen in die Endolymphe von
Meerschweinchen Uber TEM Studien nachgewiesen werden, dass diese
Schwermetallionen Uber die TJ des ED in den periduktalen Interzellularraum
diffundieren kdnnen. Im Gegensatz dazu konnten aber die TJ des ES eine
effiziente Barriere gegentiber dem Lanthanum darstellen, sodass kaum ein
Ubertritt von Schwermetallionen aus dem Lumen in den Interzellularraum
mittels TEM detektierbar war (23). Passend zu diesen Daten demonstrierten
Studien mittels elektronenmikroskopischer Analysen von Gefrierbriichen,
dass in der PSP nur eine relativ geringe Komplexitdt und Menge an TJ
Strangen vorliegt. Demgegentber wurden die ISP und DSP mit deutlich

komplexeren TJ Netzwerken zwischen benachbarten Zellen beschrieben (22).
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Diese Daten legen daher nahe, dass sich der ED und die PSP mdoglicherweise
durch eine hdhere parazellulare Durchléassigkeit auszeichnen als die ISP und
DSP. Seit der Entdeckung der Claudine als molekulare Komponenten der TJ
wurden allerdings nur sehr wenige Studien zu diesem Thema in den
endolymphatischen Epithelien durchgefinhrt. Eine Mircoarray-
Genexpressionsanalyse konnte zeigen, dass Claudin 3, 4, 8, 10, 16 im ES im
Vergleich zum umgebenden meningealen Gewebe spezifisch exprimiert
werden (24). Eine weitere Studie konnte mittels RT-PCR und In-Situ
Hybridisierung die Claudin-mRNA von 2, 4, 6, 7, 9, 11, 12 und 14 im ES
nachweisen (25). Zusammenfassend muss hier aber festgestellt werden, dass
die parazellularen Permeabilitatseigenschaften des ED und ES, die
molekulare Basis der in den 1980er Jahren beobachteten Unterschiede der
Ultrastruktur der TJs im ED und ES und die Rolle der Claudine bei diesen

Prozessen allerdings bis heute nur sehr unzureichend verstanden sind.

1.5 Fragestellungen, Zielsetzungen und die Durchflihrung des Projekts

1.5.1:

b)

Ultrastrukturelle Unterschiede der TJ im ED und den verschiedenen
Abschnitten des ES der postnatalen Tag 4 (P04) Ratte

Daten aus den 1980er Jahren zeigen, dass sich nicht nur das ultrastrukturelle
Erscheinungsbild von TJs im ES und ED in Komplexitat und Menge der TJ
Strange deutlich unterscheidet, sondern dass auch funktionelle Unterschiede
bei den TJs von ES und ED beispielsweise in Bezug auf ihre parazellulare
Durchlassigkeit gegentiber Schwermetallionen vorhanden sind (22, 23). Das
erste Ziel im Rahmen dieser Studie bestand somit darin, Daten zum
ultrastrukturellen Erscheinungsbild von TJs im ES und ED mittels
transmissionselektronenmikroskopischen (TEM) Studien zu reproduzieren
und im Rahmen einer feinen Differenzierung zwischen unterschiedlichen ES
Abschnitten noch weiter auszubauen. Weiter stellte sich die Frage wie das an
der Volumenregulation des ES beteiligte Endothel der den ES begleitenden
Kapillaren aufgebaut ist und ob sich bezuglich der Lokalisation am ED oder
ES morphologische Unterschiede zeigen. Insgesamt sollten dabei folgende
Fragestellungen beantwortet werden:

Gibt es TJs zwischen allen Zelltypen bzw. unterscheiden sich diese je nach
beteiligten Zelltypen?
Wie unterscheiden sich die TJ in den unterschiedlichen ES und ED

Abschnitten?
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1.5.2: Identifizierung von Claudinen in der Ratte (P04 und P31), die auf mRNA Ebene

in endolymphatischen Geweben exprimiert werden

Bislang existieren kaum Daten, die die molekularen Bausteine der TJs im ES
und ED beleuchten sowie eine Erklarung zu den in den 1980er Jahren
beschriebenen Unterschieden des ultrastrukturellen Erscheinungsbildes von
TJ im ES und ED liefern. Da die Claudine mit ihren knapp 30
Familienmitgliedern als entscheidende Komponenten des molekularen
Aufbaus von TJ sowie des parazellularen Flissigkeits- und lonentransports
beschrieben wurden (14, 66, 80), wurde im folgenden Schritt ein
Hochdurchsatz quantitativer RT-PCR- Screen zur ldentifizierung der im
Epithel des ED und ES exprimierten Claudine angesetzt. Speziell waren hier

folgende Fragen von Relevanz:

Welche Claudine werden im Epithel des ES und ED auf mRNA Ebene
exprimiert?

Gibt es Unterschiede in der Claudin mRNA Expression zwischen dem Epithel
des ED und ES?

Gibt es Unterschiede zwischen den postnatalen Tag 4 (P04) ES und den nur

schwer zuganglichen adulten ES Proben (P30)?

1.5.3. Zellulare Analyse der Claudin Protein Expression in Hautchenpraparaten des

b)

ED und ES der Ratte (P04)

Wie in zahlreichen Studien gezeigt, korreliert die mRNA Expression haufig
nicht mit der tatsadchlichen Proteinexpression (87, 88). Folgende
Fragestellungen  wurden daher in diesem  Abschnitt  mittels

Immunfluoreszenzmikroskopie behandelt:

Werden die auf mRNA identifizierten Claudine auch auf Proteinebene
exprimiert?

Gibt es Expressionsunterschiede sowie Unterschiede in der zellularen
Lokalisation zwischen ED und ES und in unterschiedlichen Bereichen des
ES?

1.5.4. Subzellulare Analyse der Claudin Protein Expression in Kryoschnitten des ED

und ES der juvenilen Ratte (P04) im Vergleich zum ES der hérreifen, adulten
Ratte (P30)

Folgende Fragestellungen wurden in diesem Abschnitt mittels konfokaler laser

scanning Mikroskopie (LSM) behandelt:
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a) Welche subzellulare Lokalisation haben die unterschiedlichen Claudine im
Epithel des ED und ES?

b) Gibt es Zelltypen, die bestimmte Claudine starker exprimieren?

c) Werden die im juvenilen ES (P04) identifizierten Claudine auch in den

schwerer zuganglichen funktionell horreifem, adulten ES (P30) exprimiert?

1.5.5. Pharmakologische Stimulationen des ED und ES der Ratte (P04) mit dem V2R-

b)
c)

spezifischen ADH-Analog 1-Desamino-8-D-Arginin-Vasopressin (dDAVP)

Verschiedene Studien haben eine Assoziation zwischen dem MM bzw. dem
endolymphatischen Hydrops (89) und ADH Blutspiegeln gezeigt.
Tierexperimentelle Studien haben zudem demonstriert, dass die
kontinuierliche Applikation von ADH zu einer Dysregulation der lonen- und
Flussigkeitshomoéostase im Innenohr und damit zu einer Meniére‘schen
Symptomatik fiihren kann (4, 30). Im Speziellen wurden in dieser Studie

deshalb folgende Fragestellungen bearbeitet:

Hat ADH, uUber den V2R, einen Einfluss auf das ultrastrukturelle
Erscheinungsbild von TJs in TEM Aufnahmen im ES und ED?

Gibt es Claudine, die durch ADH auf mRNA Ebene reguliert werden?

Gibt es Claudine, deren subzellulare Lokalisation im ES durch ADH reguliert

wird?
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere und Gewebspraparation:

Wistar Ratten wurden bei “Charles River Laboratories” (Sulzfeld, Deutschland)
mit einem Alter von 4 Tagen bezogen. Die Tiere wurden in der Tierhaltung des
Anatomischen Institutes in einem 12h Tag/ Nacht Zyklus gehalten und mit
Standard Pellet Diat versorgt. Fur die Gewinnung der ES Praparate wurden die
Tiere in einem Entwicklungsstadium p04 oder als adulte Tiere p31 nach CO2-
Betdubung enthauptet, der Schadelknochen sagittal gespalten und anschlieend
das Gehirn entnommen. So war es moglich, Zugang zum Schlafenbein und der
posterioren, kranialen Fossa zu erlangen, sodass der ES inklusive dem ED sehr
vorsichtig herausprapariert und von anhaftendem meningealen Gewebe befreit
werden konnte. In kaltem PBS ohne Ca?" und Mg?* (Sigma Aldrich, D8537)
wurden der ES und ED mit einer feinen Schere getrennt. Umgebendes
perisakkuldres Gewebe (ST), welches Meningen, Bindegewebe und BlutgefalRe
umfasste und eine Expression von TJ Molekilen aufweist, wurde als
Kontrollgewebe verwendet. Die Verwendung der Tiere fir diese
Organentnahmen wurde vom Regierungsprasidium Stuttgart genehmigt

(Tieranzeige Organentnahme vom 05.06.2014)
2.2 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

ES und ED Gewebepraparationen wurden fiir einen Tag fixiert (1% OsO4in 0,1M
cacodylate puffer pH 7.4) und 3-mal flr jeweils 10 min gewaschen (0,145M
cacodylate buffer pH 7.4). Das Einbetten erfolgte zuerst durch Dehydrierung der
Praparate mit einer Behandlung mit ansteigenden Ethanolkonzentrationen (2 mal
10 min 50% ethanol, 2 mal 10 min 70% Ethanol, Uber Nacht gesattigtes
Uranylacetat in 75% Ethanol, 3 mal 20 min 100% Ethanol, 3 mal 20 min Aceton).
Im AnschlulR wurden die Proben mit ansteigenden Konzentrationen von
Propylenoxid behandelt (10 min Propylenoxid (1:3), 30 min Epon Proylenoxid
(3:1), 30 min Epon Proylenoxid (1:1), 60 min Epon Propylenoxid (3:1), 90 min
reines Epon). Die Polymerisation erfolgte Gber einen Zeitraum von 3 Tagen bei
einer Temperatur von 55°C. Das Epon hierfir wurde mit 25% MNA, 25% DDSA,
48,8% Epon and 1,2% DMP-30 hergestellt. Ultradinnschnitte (80 nm) wurden
mit einem “Reichert Ultracut" Microtom generiert und mittels einem LEO EM 912

Omega Transmission Elektronenmikroskop unter einer Betriebsspannung von 80
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kV analysiert. Die Bilder wurden mit einer 1K GrabBit Proscan Kamera

aufgenommen und mit der “analySIS” oder Image SysProg Software prozessiert.

2.3 RNA Isolierung aus Gewebsproben und deren Analyse mittels RT-PCR und gPCR
(High Performance qPCR Fludigm System)

ES, ED oder ST Proben von bis zu 12 Ratten wurden jeweils in 2 mL collection
Tubes mit 1.4 & 2.8 mm beads gepoolt und die RNA mit dem Precellys Tissue
RNA Kit (PegLab: 12-7621-00) entsprechend der Anweisung des Herstellers
isoliert. Der ,on membrane“ Verdau von kontaminierender gDNA auf den RNA
Aufreinigungssaulchen wurde mit dem peqGOLD DNase | Digest Kit (PegLab,
12-1091-02) durchgefihrt. Die RNA Konzentration wurde mittels Qubit® RNA HS
Assay Kit (Life Technologies: Q32852) gemessen und die Proben auf eine

Konzentration von 20 ng/uL verdinnt.

Die RT-PCR fir die Claudin 10a und 10b Isoform Detektion wurde mit dem cDNA
Synthese Kit H Plus von PeglLab (Cat. No 03 — 2040) und der TagDNA
Polymerase von PeglLab (Cat. No 01 — 1020) durchgefiihrt. Die RT-PCRs wurden
bei insgesamt 2,5ng cDNA pro Reaktion Uber 38 Zyklen laufen gelassen
(Denaturierung: 95°C fur 30 Sekunden, Annealing: 58°C fiur 30 Sekunden;
Elongation: 72°C fur 60 Sekunden). Die verwendeten Primer hatten folgende
Sequenz: Cldnl0a links: 5-TTTGTGGGAGTCCTGTCCAG-3' und rechts 5'-
CCACACACCAGAGCTGAGAT-3;; Cldn10b links 5'-
AGGACTTCCCCTCCATGCT-3' und rechts 5'- ACCGCGGCAATCATTAGTC -
3. Im Folgenden wurden die Cldn10 Isoform spezifischen PCR Produkte auf

einem 1,75% Agarose Gel analysiert.

Fur die Analyse des Claudin Transkriptoms von ES und ED Epithelien mittels
gPCR wurde in einem ersten Schritt eine Reverse Transkription der gewonnen
RNA der ES, ED und ST Proben mit dem Cells Direct Kit (Invitrogen: No 11753-
100) durchgefihrt. Dazu wurden 20 ng der isolierten RNA in 9 uL
Praamplifikationsmix (5 uL 2x RXN Direct Buffer, 1.3 yL TE Buffer pH 7.0, 2 pL
Superscript I, 2.5 yL von 1:100 verdiinnten 20x TagMan Sonden) transferiert,
um ein finales Volumen von 10 L zu erhalten. Die Reverse Transkription wurde
im Anschlul® fir 15 min bei 50° C durchgefiihrt (VWR Doppio Thermal Cycler).
Die daraus generierte cDNA wurde mit 18 PCR Zyklen praamplifiziert (15 Sek bei
95° C und 4 min bei 60° C) und das Praamplifikat 1:5 mit TE Buffer verdiinnt. Von
diesem wurden 2.7 pyL zu 3.3 pL Sample Mix (3 yL Universal PCR Master Mix
with no Emperase (Applied Biosystems: No 4324018) und 0.3
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Tabelle 1 - TagMan Sonden - qPCR

Claudin 1 - Cldnl - Rn00581740_m1  Claudin 7 - Cldn7 - Rn01496517_gl Claudin 14 - Cldn14 - Rn01407193_ml = Claudin 20 - Cldn20 - Rn01430561_s1
Claudin 2 - Cldn2 - Rn02063575 sl Claudin 8 - Cldn8 - Rn01496517_gl Claudin 15 - Cldn15 - Rn04244372_m1  Claudin 22 - Cldn22 - Rn03416360_s1
Claudin 3 - Cldn3 - Rn00581751_s1  Claudin 9 - Cldn9 - Rn01460292_s] Claudin 16 - Cldnl6 - Rn00590884 ml Claudin 23 - Cldn23 - Rn01482199_s1

Claudin 4 - Cldn4 - Rn01196224 51 Claudin 10 - Cldn10 - Rn01468224 m1 = Claudin 17 - Cldn17 - Rn01771991_s1 Claudin 24 - Cldn24 - Rn01487934 51
Claudin 5 - Cldn3 - Rn01753146 sl Claudin 11 - Cldnl1 - Rn00584941_m1 = Claudin 18 - Cldn18 - Rn01447445_m1 Pendrin - Scl26a4 - Rn01469208_m!1
Claudin 6 - Cldn6 - Rn01464110 ml  Claudin 12 - Cldn12 - Rn04219013 ml | Claudin 19 - Cldn19 - Rn01416337_m1

Referenz Gene: UBC - Rn01789812 gl TBP - Rn01455646_m1

ML GE Sample Mix (Applied Biosystems: PN 85000746) hinzugefligt. Parallel
dazu wurden die 20x TagMan Probes (Tabelle 1) jeweils mit 2x Assay Reagent
(Applied Biosystems: PN 85000736) 1:2 verdiinnt. Im Anschluf3 daran wurden
die Praamplifikate und verdinnten TagMan Probes auf einer Fluidigm qPCR
Platte (Biomark TM, 48.48 Dynamic Array™) geladen und eine High Performance
gPCR Analyse durchgefuhrt. Die Daten wurden mit der BioMark Data Collection

Software gesammelt und die cycle threshold -(Ct) Werte in Excel transferiert.
2.4 Claudin mRNA Expressionsanaylse von stimulierten Einzelpraparaten

Nach der Praparation wurden die ES Praparate in DMEM Medium mit 1 pyM
dDAVP (Bachem), 10 mM dcAMP (Millipore), 10mM Forskolin (Millipore) bzw. 1
MM H9400 (Bachem) bei 37°C fir 3h im Brutkasten inkubiert. AnschlieRend
wurden die Einzelsacke in 10 yL Preamplifikationsmix (5 yL 2x RXN direct buffer,
1.3uL TE buffer pH 7, 0.2 pL Superscript Ill, 2.5 uyL der 1:100 verdinnten 20x
Assays (TagMan Sonden) in TE-buffer) transferiert und eine reverse
Transkription mit dem Cells Direct Kit (Invitrogen: No 11753-100) fur 15 min bei
50°C durchgefihrt (VWR Doppio Thermal Cycler). Die daraus generierte cDNA
wurde mit 18 PCR Zyklen praamplifiziert (15 Sek bei 95° C und 4 min bei 60° C)
und das Praamoplifikat 1:5 mit TE Buffer verdinnt. Von diesem wurden 2.7 uL zu
3.3 L Sample Mix (3 pL Universal PCR Master Mix with no Emperase (Applied
Biosystems: No 4324018) und 0.3 L GE Sample Mix (Applied Biosystems: PN
85000746)) hinzugefligt. Parallel dazu wurden die 20x TagMan Probes (Tabelle
1) jeweils mit 2x Assay Reagent (Applied Biosystems: PN 85000736) 1:2
verdinnt. Im Anschluf3 daran wurden die Praamplifikate und verdiinnten TagMan
Proben auf einer Fluidigm gPCR Platte (Biomark TM, 48.48 Dynamic Array™)
geladen und eine High Performance gPCR Analyse durchgefiihrt. Die Daten
wurden mit der BioMark Data Collection Software gesammelt und die Ct Werte

in Excel transferiert.
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Tabelle 2 - Antikérper - Immunfiuoreszenz Mikroskopie

Claudin 3, anti-rabbit, 1:100, Life Technologies Claudin 7, anti-rabbit, 1:100, IBL International Claudin 16, anti-rabbit, 1:100, Invitrogen
Claudin 4, anti-rabbit, 1:100, Life Technologies Claudin 8, anti-rabbit, 1:100, Life Technologies Z0-1, anti-mouse, 1:100, Life Technologies
Claudin 6, anti-rabbit, 1:100, IBL International Claudin 10, anti-rabbit, 1:100, Invitrogen

Sekundirer Antikdrper:  Donkey anti-rabbit Alexa 546, 1:400, Invitrogen

2.5 qPCR Daten Auswertung

Die normalisierten relative Quantitaten (NRQ) Werte von den einzelnen ES-ST
und ED-ST Paaren wurden nach einer modifzierten und verbesserten AACt
Methode berechnet (90). Die Normalisierung erfolgte dabei gegen die beiden
Haushaltsgene UBC und TBP. Die ermittelten NRQs wurden zur Erstellung eines

Box Blots verwendet.
2.6 Immunfluoreszenz Mikroskopie

Préparierte ES Proben wurden mit 4% Paraformaldehyd fir 30 min fixiert und 3
mal mit PBS ohne Ca? und Mg?" (Sigma Aldrich, D8537) gewaschen. Fur die
Farbungen von Hautchenpraparaten wurden die fixierten ES Proben inklusive
daran assoziierten ED mit Permeabilisierungspuffer PP (0.25% Triton X-100 in
PBS) fur 5 min inklubiert und 3 mal fur jeweils 5 min mit PBS gewaschen. Im
Anschlufd wurden die ES Proben mit Blockierungs Puffer (BP) (0.1% Trition X-
100, 1% NDS) fur 30 min transferiert und Gber Nacht bei 4°C in Reaktionspuffer
(RP) (0.1% NDS in PBS) mit dem primaren Antikorper (Tabelle 2) inkubiert. Im
weiteren Verlauf wurden die ES jeweils fiir 5 min 3 mal gewaschen und dann in
RP mit dem sekundaren Antikoérper (Tabelle 2) transferiert. Nach 3 maligem
Waschen mit PBS fir jeweils 10 min wurden die Séacke auf einen Glastrager
aufgebracht und in FluorSave Tm (Calbiochem) eingebettet. Die Analyse erfolgte
dann mittels Weitfeld Fluoreszenzmikroskopie (ApoTome, Zeiss) und konfokaler
Laser Scanning Microskopie. (cLSM) (LSM 510 Meta, Zeiss).
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3 Ergebnisse

3.1. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) von ES und ED Proben der P04
Ratte

Ultradiinnschnitte von ES und ED Proben der p04 Ratte wurden mittels
Transmissionselektronen Mikroskopie (TEM) analysiert, um die ultrastrukturelle
Morphologie der TJ im ES und ED untersuchen und vergleichen zu kénnen. Es
wurden im Allgemeinen sehr gut erhaltene Gewebsproben mit minimalen
Fixierungsartefakten gewonnen (Abbildung. 1). Die TEM Analyse des ED zeigte ein
kuboidales Epithel mit einem hohen Anteil an Zellen reich an Ribosomen (RRLC).
Diese waren durch junktionale Komplexe verbunden, die Desmosomen und ,seichte”
TJ mit einer geringen Anzahl an ,Bertihrungspunkte” beinhalteten (Abbildung 1A). Bei
einigen dieser Schlussleistenkomplexe schienen diese Beriihrungspunkte
benachbarter Membranen gar zu fehlen (Abbildung. 1A). Zusatzlich konnten auch
prominente Invaginationen der subepithelialen Lamina propria in das ED Epithel
beobachten werden, die sich zum Teil fast bis zu den apikalen Membranen der ED
Zellen erstreckten. Ein dichtes Netzwerk an kontinuierlichen GefaBen mit
Endothelzellen, die durch prominente TJ miteinander verbunden waren, lag
unmittelbar unterhalb der Basalmembran des ED. Das Epithel der PSP bzw. ISP
zeichnete sich im Gegensatz zum ED mit den MRCs und RRCs mit insgesamt 2
unterschiedlichen Zelltypen aus. Zwischen allen mdglichen Zellkombinationen
konnten Schlussleistenkomplexe mit TJs beobachtet werden, so zwischen MRC —
MRC, MRC-RRC oder RRC — RRC Zellpaaren (Abbildung. 1B). Diese TJ waren
komplex aufgebaut und durch multiple ,Bertihrungspunkte” charakterisiert (Abbildung
1BY. In der distalen ES (DSP) dominierten die RRCs als der vorherrschende Zelltyp
(Fig. 1C). Auch hier waren zwischen allen Zellen TJ zu finden, die multiple
.Berihrungspunkte“ der benachbarten Zellmembranen aufwiesen (Abbildung 1C").
Sowohl in der PSP als auch in der DSP schien genau wie im Bereich des ED das
subepitheliale  Endothel kontinuierlich zu sein (Daten nicht gezeigt).
Zusammenfassend kann also festgestellt werden, dass TJ im ED trotz deutlicher
Variation im Vergleich zum ES Epithel insgesamt seichter erschienen und eine

geringere Anzahl von membranaren Berihrungspunkten aufwiesen.

3.2: Hochdurchsatz gPCR: Claudin mRNA Expression in p04 und p30 ES bzw. ED
Proben

Um jene Molekile zu identifizieren, die die parazellularen Barriereeigenschaften des

ES und ED mitbestimmen, wurde das Claudin Transkriptom mit einem gPCR
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Abbildung 1:TEM Analyse der endolymphatischen Epithelien des ED, der PSP und DSP. (A) ED Epithel mit
kuboidalen Zellen, die tber junktionale Komplexe (weil3e Pfeile) mit einander in Verbindung stehen. Blutgefa® (V)
im subepithelialen Bindegewebe. (A") VergrofRerung des in A umrahmten Ausschnitts mit einem junktionalen
Komplex des ED mit einem Desmosom (schwarze Pfeilspitzen) aber ohne deutliche membranare
Beruihrungspunkte. (B) PSP Epithel mit Zellen des MRC und RRC Typs, die alle Uber junktionale Komplexe
verbunden sind. (B') VergroRerung des in B umrahmten Ausschnitts eines langen junktionalen Komplexes mit
einigen membranare Berlihrungspunkten (schwarze Pfeile) und 2 Desmosomen. (C) DSP mit Zellen vor allem des
RRC Typs, die tber junktionale Komplexe in Verbindung stehen. (C') Vergrdfl3erung des in B umrahmten Ausschnitts
eines junktionalen Komplexes zwischen 2 Zellen des RRC Typs, der zumindest 5 membranére Beruhrungspunkte
und ein Desomosom aufweist. Bl: Basale Invaginationen. EC: Endotheliale Zelle. BM: Basale Membran. Maf3stab:
A-C:2pum; A'—C'500 nm

Screen analysiert. Da das ST aufgrund von endothelialen und meningealen TJ bereits
eine signifikante Claudin Expression aufweist (91), wurde die ES und ED Claudin
Expression relativ zum ST erfasst. Es konnten Claudin 3, 4, 6, 7, 10, 16, 17 und 22
als jene Vertreter identifiziert werden, die eine deutlich h6here - daher spezifische
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Expression - in ES und ED Epithelien im Vergleich zum ST aufwiesen und eine
normalisierte relative Quantitat (NRQ) von 10 oder mehr zeigten (Abbildung. 2A). Der
NRQ wurde dabei willkirlich bei 10 oder grof3er 10 fixiert, damit die im ES spezifisch
exprimierten Claudine identifiziert werden konnten. Die meisten der identifizierten
Claudine mit Ausnahme von Claudin 17 und 22 waren zudem auf mRNA Ebene mit
einem Faktor von 2 bis 5 starker im ES exprimiert verglichen zum ED. Demgegentiber
zeigten Claudin 5, 11 und 19 eine starkere Expression im ST verglichen zu den
untersuchten endolymphatischen Epithelien (Abbildung 2A, Tabelle 3). Die mMRNAs
von Claudin 2, 14 und 18 konnten hingegen weder im ED und ES noch in ST Proben
in nennenswerten Mengen nachgewiesen werden (Abbildung 2A, Tabelle 3). Mittels
RT-PCR konnte im Falle von Claudin 10 noch weiter zwischen den beiden Isoformen
Claudin 10a und 10b differenziert werden. Es konnte die Claudin 10b mRNA sowohl
im ES als auch ED nachgewiesen werden (Abbildung 2B). Claudin 10a hingegen
lieferte in keiner Probe ein Signal. In der pO4 Nierenprobe, die als Postivkontrolle
eingesetzt wurde, konnte hingegen die Expression von beiden Isoformen
nachgewiesen werden (Fig. 2B). Im folgenden Schritt wurden die Ct Werte des qPCR
Screens herangezogen, um die absolute Claudin mRNA Expression in ES, ED und
ST Proben annghernd abschétzen zu kénnen. Ct Werte beschreiben die Menge an
Zyklen, die notwendig sind, damit in einer gPCR ein entsprechender Schwellenwert
des Fluoreszenzsignals erreicht wird. Ist viel Ausgangs RNA vorhanden, so sind
wenig PCR Zyklen zum Erreichen des Schwellenwerts notwendig und der Ct Wert
dementsprechend gering. Bei wenig RNA sind die Ct Werte dann demgegeniiber
hoch oder sehr hoch. In unserer Studie wurden Zielmolekile mit einem Ct Wert
zwischen 14 und 17 Zyklen wurden als moderat exprimiert eingestuft. Claudine mit Ct
Werten oberhalb von 17 wurden demgegentber als schwach oder sehr schwach
bewertet. Lagen die Ct Werte jedoch unterhalb von 14 Zyklen so wie unsere House
Keeping oder Referenzgene, so wurde die Claudine als stark oder sehr stark
exprimiert eingeordnet (Tabelle 3). Fur die folgenden Untersuchungen wurden nur
jene Claudine herangezogen, die die beiden folgenden Bedingungen erfillten:
Claudine sollten erstens eine spezifische Expression in den untersuchten p04
endolymphatischen Epithelien mit einem NRQ von 10 oder mehr verglichen mit dem
ST aufweisen. Zweitens wurde gefordert, dass die mit dieser Methode abgeschéatzte
absolute Claudin Expression mindestens auf einem moderaten Niveaus liege.
Claudin 3, 4, 6, 7, 8, 10 und 16 erfillten diese beiden Bedingungen und wurden daher
fuir die weitere Untersuchung und Charakterisierung herangezogen. Sehr dhnliche

Ergebnisse wie oben beschrieben wurden auch bei der Analyse des
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Tabelle 3 - Abgeschiitzte absolute Claudin mRNA Expression - gPCR

Gen ED ES ST Gen ED ES 8T Gen ED ES ST Gen ED ES ST
Claudin 1 + ++ + Clawdin7  ++ +++ + Claudin 14 n.d. n.d. nd.  Claudin 20 ++ -+ ++
Claudin 2 {+) {+) (+) Claudin 8 4444+ +++++ ++ Claudin 15 + | + Claudin 22 + + ++
Claudin3 +++ ++++ + Claudin 9 + + (+) Claudin 16 t-+ e b Claudin 23  + + i
Claudind  +++  +H++ + Claudin 10 ++++ +++++ ++ Claudin 17 ++ ++ (+)  Claudin24 + + +
Claudin 5 + + 4+ Claudin 11 ++++ +++ 444+ Claudin 18 n.d. n.d. nd.  Pendrin  +++ 4+ ++
Clanding +++ +4+++ +  Claudini2z  + ++ + Claudin19  (+)  (¥)  ++ UBC  ++++ ++++ ++++

ct= I1: +++++ Sehr starke Expression 14 <ct=17; +++ Moderate Expression 20 <ct<24: ++ Sehr geringe Expression n.d.: Keine Detektion
11 <et= I4: ++++  Starke Expression 17 < et = 20: ++ Geringe Expression ct=24:(+) Extrem geringe Expression

A

10000 |

-

100 ? é T

Fold change ES or ED vs. ST
=

01 | ? g

0.01
Claudin | 3 4 5 6 7 § 10 11 12 15 16 17 19 20 22 23 24 Pend
B ES ED Kidney
A B A B Marker A B
. 150Bp
Claudin 10 100Bp
50Bp

Abbildung 2: (A) ST zeigte in den gPCR Studien eine Claudin mRNA Expression vermutlich der
kapillaren oder meningealen TJ. Daher wurde die relative Claudin mRNA Expression des ES (schwarze
Balken) und des ED (hellgraue Balken) mit dem perisakkularen bzw. periduktalen ST verglichen, um
die fur endolymphatische Epithelien spezifischen Claudine zu identifizieren: Claudin 3, 4, 6, 7, 8, 10
und 16 zeigten eine spezifische Expression in endolymphatischen Geweben und einen NRQ von 10
oder mehr im Vergleich zum ST. Nicht gezeigte Claudine waren ohne nennenswerte Expression im ED
oder ES (n=3). Pen: Pendrin. (B) Durchfihrung einer RT-PCR zur Identifizierung der Claudin 10
Isoformen im ED und ES: Nur die Expression der Claudin Isoform 10b konnte im ED und ES detektiert
werden. Niere als positiv Kontrolle zeigte sowohl Claudin 10a als auch 10b Expression. Lange der PCR
Produkte: Claudin 10a: 120 Bp. Claudin 10b: 70 Bp.
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Tabelle 4 - Eingeschiitzte absolute Claudin Expression in P30 Proben - gPCR

Gen ES + ST ST Gen ES + 8T ST Gen ES + 8T ST Gen ES + ST ST
Claudin 1 ++ ++ Claudin 7 i t Claudin 14 nd. n.d. Claudin 20 +++ +++
Claudin 2 (+] (+) Claudin 8 +++ ++ Claudin 15 += ++ Claudin 22 +++ +++
Claudin 3 4+ ++ Claudin 9 44 + Claudin 16 44 (+) Claudin 23 + +
Claudin 4 -+ ++ Claudin 10 444+ ++ Claudin 17 ++ + Claudin 24 ++ ++
Claudin § ++ ++ Claudin 11 4+ b Claudin 18 n.d. n.d. Pendrin R e ++
Claudin 6  +++++  ++ Claudin 12 ++ ++ Claudin 19 (+) (+) UBC -+

ct= I1: +++++ Sehrstarke Expression 14 <ct=17; +++ Moderate Expression 20 <ct=24: ++ Sehr geringe Expression n.d.: Keine Detektion
11 <et= 14: ++++  Starke Expression 17 < et = 20: ++ Geringe Expression ot > 24: (+) Extrem geringe Expression
10000

—
1000

100 i

Fold change ES + ST vs. ST only
— =
2l
-
-
—
—

0.1 =

0.01
Claudin 1 3 4 5 6 7 8 10 11 12 15 16 17 20 22 23 24 Pend

Abbildung 3: Analog dem Vorgehen in Abbildung 2 wurde die relative Claudin mRNA Expression des adulten
p30 ES durch Vergleich mit dem perisakkularen ST erfasst: Nachweis von Claudin 3, 4, 6, 7, 8, 10 und 16
MRNA Expression in adulten endolymphatischen Epithelien mit einem NRQ von 10 oder mehr im Vergleich
zum ST. Nicht gezeigte Claudine ohne nennenswerte Expression im ED oder ES. n=3. Pen: Pendrin.

Claudin Transkriptoms in adulten p30 ES Proben gewonnen, die oft sehr stark mit
dem umgebenden meningealen Gewebe verwachsen sind und daher haufig einen
hohen Grad an ST Kontamination aufweisen. Daher wurde hier ES gemeinsam mit
anhaftendem ST mit ST alleine verglichen. (Abbildung 3, Tabelle 4). Anzumerken ist
an dieser Stelle, dass bei adulten p30 Tieren aufgrund der anatomischen
Gegebenheiten auch keine separaten ED prapariert werden konnten so wie dies im
Alter von 4 Tagen postnatal méglich ist. Dementsprechend finden sich auch keine ED
Proben bei der Analysen der p30 Proben.
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Abbildung 4: Ubersichtsaufnahmen einer Weitfeld-immunfluoreszenzmikroskopischen Analyse von ES
Hautchenpraparaten mit daran assoziiertem ED: (A) Detektion von Claudin 3, 4, 6, 10 und 16 Proteinexpression
gleichmaRig in allen Teilen des ES und ED. (B) Proteinexpression von Claudin 8 regelmaRig zwischen allen
Zellen im Bereich des ED (B*) sowie beschrankt auf bestimmte Zellen in der PSP (B*) oder DSP (B*‘). Maf3stab

in den Ubersichtsaufnahmen: 200 um sowie in B’ — B”’: 20 um.

3.3 Zellulare Lokalisation von Claudinen in p04 Hautchenpraparaten

Im néchsten Schritt wurde eine Weitfeldimmunfluoreszenz Mikroskopie (Abbildung 4)
und cLSM-Analyse (Abbildung 5) an Hautchenpréaparaten des ES mit daran
assoziertem ED durchgefiihrt, um die Expression der ausgewéhlten Claudine auf
Proteinebene zu bestatigen und zwischen unterschiedlichen Teilen des ES zu
vergleichen. Tatsé&chlich konnte die Proteinexpression von Claudin 3, 4, 6, 7, 8, 10
und 16 in ES und ED Epithelien bestatigt werden, wahrend im Gegensatz dazu das
ST kein nennenswertes Signal lieferte (Abbildung 4 und 5). Claudin 8 war dabei das
einzige dieser untersuchten Claudine, das eine Zelltyp-spezifische Expression
aufwies und in der PSP bzw. DSP sehr scharf an den Grenzen von ganz bestimmten
Zellen detektiert werden konnte (Abbildung 4B, A"* — A*). Demgegeniiber konnte ein
scharf begrenztes Signal Giber den ganzen ED hinweg an den Zellgrenzen identifiziert
werden (Abbildung 4B, A".
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A Abbildung 5: cLSM Analyse von gefarbten ES Hautchenpraparaten mit daran assoziiertem ED. (A) Claudin 3, (C)
Claudin 6, (D) Claudin 7 bzw. (F) Claudin 10 mit gleichmaRiger Proteinexpression in allen Bereichen und in allen
Zellen des ES bzw. ED. Quantitative Unterschiede der (B) Claudin 4 bzw. (G) Claudin 16 Expression mit deutlich
stérkerem Signal im ES im Vergleich zum ED. (E) Claudin 8 Protein Expression detektierbar als feine Linien
zwischen allen Zellen im ED und nur an Zellgrenzen von einigen bestimmten Zellen im Bereich der PSP sowie
DSP. Mafstab: 20 um.

Stapelanalyse mittels LSM erhértete schliel3lich eine Lokalisation von Claudin 8 in
den TJ (Daten nicht gezeigt). Die Immunfluoreszenz Mikroskopie brachte weitere
Unterschiede in derguantitativen Expression von bestimmten Claudinen im ED und
ES Epithel zu Tage. Claudin 4 und 16 zeigten insgesamt ein relativ schwaches Signal
im ED wahrend die Expression in den ubrigen Bereichen des ES auf einem sehr
hohen Niveau zu sein schien (Abbildung 5 B & G). Bei den anderen Claudinen 3, 6,
7 und 10 konnten jedoch keine Unterschiede in der quantitiativen Proteinexpression
erfasst werden (Abbildung 5 A, C, D & F).

3.4. Subzellulare Lokalisation von Claudinen in Kryoschnitten des p04 ED und ES

Um nun die subzellulare Lokalisation der selektierten Claudine speziell im Kontext zu
TJ zu ermitteln, wurden Schnitte von ED und ES Proben und Doppelfarbungen mit
den selektierten Claudinen und dem TJ Marker ZO-1 angefertigt. Claudin 3 wurde als
einiziges Claudin identifiziert, das Unterschiede in der subzellularen Claudin
Lokalisation aufwies (Abbildung 6): Im ES Epithel war Claudin 3 vor allem mit ZO-1
gemeinsam in den TJ zu finden wobei nur ein geringerer Teil alszytoplasmatische
Fraktion vorlag (Abbildung 6B). Im ED war demgegeniiber vor allem eine basolaterale
Claudin 3 Lokalisation zu beobachten und nur ein kleinerer Teil des Claudin 3 Signals
konnte in den TJ mit ZO-1 kolokalisiert werden (Abbildung 6A). Im Gegensatz dazu
wurden bei den anderen Claudinen keine signifikanten Unterschiede in der
subzelluldren Lokalisation beobachtet (Abbildung 7 & 8): Claudin 7 war basolateral in
allen Teilen des ED und ES lokalisiert und nur ein kleiner Teil konnte mit ZO-1 in TJ
lokalisiert werden. Claudin 10 lieferte zwar ein starkes basolaterales Signal, dennoch
konnte auch ein signifikanter Anteil gemeinsam mit ZO-1 in den TJ sowohl im ES als
auch ED vorgefunden werden. Uberraschenderweise waren die anderen selektierten
Claudine 4, 6 und 16 sowohl im ES als auch ED hauptsachlich im Zytoplasma verteilt
— nur ein geringerer Anteil konnte in den Membranen oder in den TJ lokalisiert
werden. Die Unterschiede in der quantitativen Protein Expression von Claudin 4 und
16, die zuvor schon in der Immunfluoreszenz Mikroskopie von Komplettpraparaten

beobachtet werden konnte,
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Abbildung 6: Detektion der subzellularen Claudin 3 Expression in ED und ES Kryoschnitten mittels cLSM Analyse:
(A) Deutliche basolaterale Lokalisation von Claudin 3 mit nur geringer ZO-1 Kolokalisation in ED Epithelien. (B)
Signifikante Kolokalisation von Claudin 3 mit ZO-1 in den TJ des ES Epithels. Maf3stab 10 ym.

konnten auch hier bei der Analyse von Schnittpraparaten bestétigt werden: Claudin 4
und 16 lieferten nur ein sehr schwaches Signal in ED Schnitten wahrend im ES eine
starke zytoplasmatische Expression detektiert werden konnte. Die Claudin 6
Farbungen hingegen zeigten sowohl quantitativ als auch subzellular in Abhangigkeit
der Lokalisation des ED oder ES keine Unterschiede. Fir Claudin 8 allerdings
konnten hier leider keine Daten gewonnen werden, da die verfligbaren Antikdrper an
den Kryoschnitten kein verwertbares Signal sondern nur unspezifischen Background
lieferten (Daten nicht gezeigt). Um nun eine Expression der selektierten

Claudine auch auf Proteineben in adulten ES Epithelien zu bestéatigen, wurden p30
ES Schnitte mit Doppelfarbungen fiir die selektierten Claudine und ZO-1 angefertigt.
Die anschlieRende LSM Analyse der Proben lieferte die gleichen Ergebnisse wie die
Analyse der p04 Proben (Abbildung 9). An dieser Stelle kann also zusammengefasst
werden, dass die Expression von allen im gPCR Screen ausgewéhlten Claudinen auf
Proteinebene in der Immunfluoreszenzmikroskopie in p04 und adulten Proben
bestatigt werden konnte. Eine differentiell regulierte subzellulare Lokalisation wurde
nur fur Claudin 3 nachgewiesen. Bei Claudin 4 und 16 konnten hingegen vor allem
Unterschiede in der absoluten Protein Expression in ED und ES Epithelien
identifizieren werden wahrend die Claudin 8 Analyse sogar Hinweise auf eine Zelltyp

spezifisch Expression lieferte.
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Abbildung 7: Detektion der subzellularen Lokalisation von Claudin 4, 6 & 7 in ED und ES Kryoschnitten mittels
cLSM Analyse: (A, B) Zytoplasmatische Expression von Claudin 4 in ED und ES Epithelien. Im Gegensatz zum
ES lieferte der ED allerdings kaum ein Signal. (C, D) GleichmaRige zytoplasmatische Expression von Claudin

6 in ES und ED Epithelien. (E, F) Gleichmafige basolaterale Lokalisation von Claudin 7 in ES und ED Epithelien.
MafRstab 10 ym.
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Abbildung 8: Detektion der subzellularen Lokalisation von Claudin 10 & 16 in ED und ES Kryoschnitten
mittels cLSM Analyse: (A, B) Gleichmafige basolaterale Lokalisation von Claudin 10 in ED und ES
Epithelien, wobei auch ein signifikanter Anteil mit ZO-1 kolokalisiert werden konnte. (C, D)
Zytoplasmatische Expression von Claudin 16 in ED und ES Epithelien. Im Gegensatz zum ES lieferte der

ED allerdings kaum ein Signal fir Claudin 16. Maf3stab 10 pm.

3.5 Regulierbarkeit der mRNA Expression und subzellularen Lokalisation von
Claudinen im ES Epithel der p04 Ratte

Es ist hinreichend bekannt, dass ADH seine Wirkung unter anderem uber die cAMP/
PKA- Signalkaskade entfaltet (44). Um den Effekt von ADH und Aktivatoren der PKA-
Signalkaskade auf die Claudin Transkription zu untersuchen, wurden in einem
Pilotexperiment jeweils 3 -5 einzelne ES mit Forskolin (FSK), einem Aktivator der
Adenylatzyklase, dem cAMP Analogon dibutyryl cAMP oder mit dDAVP flr 3h in
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Abbildung 9: Detektion der subzellularen Lokalisation der Claudine 3, 4, 6, 7, 10 und 16 in Kryoschnitten von
adulten ES Proben mittels cLSM Analyse: (A) Signifikante Kolokalisation von Claudin 3 mit ZO-1 in den TJ
des ES Epithels. (B) Claudin 4 mit zytoplasmatischer und membranérer Lokalisation sowie Kolokalisation
mit ZO-1 in den TJ. (C, E, F) Zytoplasmatische Expression von Claudin 6, 10 und 16 sowie (D) basolaterale

Expression von Claudin 7 ohne Kolokalisation mit ZO-1. ST ohne unspezifische Farbung. MaRstab 10 pm.
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Abbildung 10: Stimulation von einzelnen ES Préparaten mit Forskolin (FSK, schwarze Balken, n = 5), dibutyryl
CcAMP (dcAMP graue Balken, n = 3) oder dDAVP (hellgraue Balken, n = 3) fiir 3h. Analyse der Claudin mRNA
Expression mittels gPCR in den stimulierten ES Praparaten und Ermittlung der relativen Expression im

Vergleich zu den Kontrollpraparaten, die fur 3h in reinem DMEM Medium inkubiert wurden.

DMEM Medium stimuliert. Im Folgenden wurde mit dem Hochleistungs-gPCR System
Fluidigm die Claudin mRNA Expression der einzelnen stimulierten ES analysiert und
mit der von Kontroll-Einzelsécken, die in DMEM ohne pharmakologische Stimulierung
der cAMP-Signalkaskade inkubiert wurden, verglichen (Abbildung 10). Bei FSK
konnte eine geringe Induktion der Claudine 7, 10 und 16 sowie des Kontrollgenes UT-
2 beobachtet werden. Die anderen Claudine und auch die Kontrollgene NKCC1 und
Pendrin zeigten trotz Stimulation hingegen eine anndhernd unveranderte mRNA
Expression. Demgegeniber hatte das Pharmakon Dibutyryl cAMP &hnlich wie dAVP
keinen nennenswerten Effekt auf die mRNA Expression der untersuchten Claudin-
sowie der Kontrollgene. Aufgrund des nur sehr gering ausgeprégten Effektes von FSK
bzw. des Fehlens einer deutlichen Induktion einer Claudin mRNA Expression in den
dDAVP inkubierten ES Proben wurde der weitere Fokus auf die Untersuchung der
Proteinexpression und die subzellulare Claudin Lokalisation im stimulierten ES
Epithel gelegt. Dazu wurden Gewebsschnitte von stimulierten ES angefertigt und die
Proteinexpression sowie die subzellulare Lokalisation der PKA regulierten Claudine
4 und 16 in der Immunfluoreszenz konfokal mikroskopisch analysiert. H9400, ein
Hemmer der durch dDAVP aktivierbaren V2R Rezeptoren, wurde im Rahmen der
Negativkontollen eingesetzt. Claudin 4 zeigte in H9400 behandelten ES so wie auch
in den nativen Sacken (Abbildung 7) eine Uberwiegend zytoplasmatische Lokalisation
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Abbildung 11: Detektion der subzellularen Lokalisation von Claudin 4 im Epithel von (A) mit H9400 geblockten
oder (B) mit dDAVP stimulierten ES Praparaten mittels cLSM Analyse. Im Gegensatz zu den H9400
geblockten ES Epithelien konnte in dDAVP stimulierten Proben eine deutliche Claudin 4 Translokation in die

membranéren Kompartimente bzw. in die TJ beobachtet werden. MaRstab 5 um.

wobei nur ein geringer Anteil des Signales in den Membranen sowie TJ lokalisierbar
war (Abbildung 11). In dDAVP behandelten ES zeigte sich eine deutliche
Translokation von Claudin 4 in die Membranen und in die TJ zu erkennen. Bei
Claudin 16 hingegen konnte kein Effekt von dDAVP auf die subzelluléare Lokalisation
beobachtet werden — sowohl im stimulierten ES Epithel als auch in den Kontrollen

war eine zytoplasmatische Lokalisation vorherrschend (Daten nicht gezeigt).
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4 Diskussion
4.1 ldentifizierung von Claudin Molekilen im ED und ES

Seit mehr als drei Jahrzehnten werden die Abschnitte des Endolymphraums, in denen
die Sekretion und Resorption der Endolymphe und damit die Erhaltung der lonen-
und Flussigkeitshomoéostase des Innenohrs stattfindet, erforscht (2). Neben der Stria
cochlearis des Ductus cochlearis scheint dabei vor allem der ED und ES eine zentrale
Stellung einzunehmen (2, 4, 92). Allerdings konnte bislang nicht eindeutig geklart
werden, an welchen exakten Abschnitten des endolymphatischen Epithels des ES
und ED die lonen und Fliissigkeitshomoostase der Endolymphe reguliert wird (3).
Elektronenmikroskopische Gefrierbruchanalysen von Rask Andersen und seinem
Team in den frihen 1980er Jahren beobachteten vor allem im ED und in den
proximalen Anteilen des ES seichte und weniger komplex aufgebaute TJ(22, 86).
Diese Gefrierbruchanalysen legten bereits damals die Mdglichkeit nahe, dass die
Resorption der Endolymphe vor allem im ED sowie der PSP erfolgen kdénne. Die in
dieser  Arbeit  durchgefuhrten transmissionselektronenmikroskopischen
Untersuchungen bestétigten die friheren Gefrierbruchanalysen des ED- und ES-
Epithels: Im ED zeigten sich vorwiegend seichte TJ mit keinen oder nur wenigen
.Beruhrungspunkten®, wahrend vor allem in distalen ES Abschnitten komplexere TJ
mit deutlich mehr ,Berihrungspunkten® beobachtet werden konnten (Fig.1). Die
Beobachtungen waren jedoch mit einer deutlichen Variabilitat verbunden, wodurch —
wenn auch in geringerem Ausmald — sogar im Dukt komplexere TJ detektiert werden
konnten. Abgesehen von den Studien, die die ultrastrukturelle Morphologie der TJ im
ED und ES Epithel beleuchten, gibt es nach unserem Wissenstand bisher kaum
Studien, die weitere Details sowie das molekulare Korrelat der beobachteten TJ
Unterschiede in den verschiedenen Abschnitten des endolymphatischen Epithels
erfassen. Um dies naher zu charakterisieren, wurde ein gPCR Screen zur
Identifizierung der im ED- und ES-Epithel exprimierten TJ Molekule, der Claudine,
durchgefuihrt. Es zeigte sich dabei eine starke und spezifische Expression von
Claudin 3, 4, 6, 7, 8, 10 und 16, die somit fur die weiteren Untersuchungen ausgewahit
wurden (Fig. 2). Es ist jedoch wichtig an dieser Stelle herauszustreichen, dass auch
die Expression von Claudin 1, 12, 15, 17, 20, 23 und 24 auf mRNA nachgewiesen
werden konnte. Diese erfillten allerdings nicht die beiden fir diese Arbeit festgelegten
Kriterien in Bezug auf relative und absolute Quantitaten und wurden daher nicht weiter
untersucht: Beispielsweise konnte eine 8 fach stéarkere mRNA Expression von
Claudin 1 im ES Epithel im Vergleich zum ST bei insgesamt geringer absoluter
Quantitat beobachtet werden. Trotz dieser geringen relativen und absoluten

Expression kann aber eine essentielle Rolle von Claudin 1 oder von anderen von der
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Liste gestrichenen Claudinen bei der endolymphatischen lonen und
Flissigkeitshomgdostase nicht ausgeschlossen werden. Weiteres konnten im gPCR
Screen auch Claudine wie Claudin 5, 11 und 19 identifiziert werden, die eine starke
MRNA Expression im ST im Vergleich zu den untersuchten endolymphatischen ES-
und ED- Epithelien zeigten. Erklarbar erscheint dies durch meningeale und
endotheliale TJ im ST, die selber eine sehr charakteristische Expression von TJ
Molekilen wie zum Beispiel Claudin 5 besitzen (91). Es konnte allerdings keine
nennenswerte mMRNA Expression weder des klassischen porenbildenden Claudin 2,
noch der Claudine 14 und 18 nachgewiesen werden. Diese in dieser Studie
erhobenen Daten stimmen mit einer erst kirzlich verdffentlichten Microarray Studie
Uberein, die bereits die mMRNA Expression von Claudin 3, 4, 8, 10 und 16 in Ratten
ES Gewebe zeigte (24). Die im folgenden Schritt mittel immunohistochemischer
Analyse gezeigte Expression der Claudin Proteine im ES und ED bestatigten die
gPCR Ergebnisse. Dartber hinaus zeigte die subzellulare Analyse mit Hilfe der
konfokalen Mikroskopie eine sehr spezifische Expression der ausgewahlten Claudine
in den untersuchten ED- und ES-Epithelien (Abbildung 6, 7 & 8) und lieferte damit
erstmals auch mdgliche Erklarungen fir die ultrastrukturellen Unterschiede der TJ im
ED- und ES Epithel (Abbildung 1): So haben zahlreiche Studien Claudin 3, ein
essentielles Claudin der Blut -Hirn sowie Blut-Hodenschranke (93, 94), als ein starkes
parazellulares Barrieremolekdl fir geladene und ungeladene Molekile identifiziert. In
elektronenmikroskopischen Analysen von Gefrierbriichen konnte gezeigt werden,
dass die Uberexpression von Claudin 3 mit einer deutlichen Zunahme der Menge und
der Komplexitat von TJ Strangen einhergeht. Damit verbunden war auch eine starke
Zunahme der epithelialen Barriere gegentiber geladenen und ungeladenen Teilchen
(17). In Ubereinstimmung damit konnte mittels Claudin 3 Knock-Down Experimenten
die parazelluldre Permeabilitit von epithelialen Zellschichten in vitro wie
beispielsweise bei MDCK Zellkulturen signifikant erhéht werden (95, 96). Im ED
konnte in der vorliegenden Studie hauptséchlich eine basolaterale Lokalisation von
Claudin 3 detektiert werden und nur ein kleinerer Anteil war in den TJ mit ZO1
kolokalisiert (Abbildung 6). Dies kdnnte daher eine Erklarung fur die reduzierte Anzahl
und Komplexitat an Versiegelungsstrédngen in der ED-Region liefern und somit ein
Indiz fUr eine hohere parazellulare Permeabilitat des ED darstellen. Demgegeniber
wurde Claudin 3 im ES Epithel vor allem mit ZO-1 in den TJ ko-lokalisiert (Fig. 5),
eine Beobachtung, die mdglicherweise die Basis fur die multiplen membranéaren
.Berihrungspunkte* der TJ im ES darstellt (Abbildung 1C). Die anderen in dieser
Studie untersuchten Claudine hingegen zeigten keine signifikanten Unterschiede in

der subzellularen Lokalisation zwischen ED und verschiedenen ES-Regionen,
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sondern in der Quantitat der mRNA- und der Protein Expression. Claudin 3, 4, 6, 7,
8, 10 und 16 fanden sich auf mMRNA-Ebene um den Faktor 2 bis 5 geringer im ED
exprimiert als im ES-Epithel. Auf Proteinebene zeigte sich in der
Immunfluoreszenzanalyse der Kryoschnitte fur Claudin 4 und 16 deutlich geringere
Signale im ED Epithel im Vergleich zu den distalen Abschnitten des ES. Somit
koénnten diese Unterschiede in der Quantitat der exprimierten Claudine eine weitere
Erklarung fiir eine geringere Anzahl an TJ Strangen und eine geringere parazellulare
Barriere im ED liefern. Die Theorie eines ,Leaky Ducts" und eines ,Tighten Sacs"
kann zudem durch eine Reihe weiterer publizierter Daten und Indizien erhartet
werden, die im Folgenden kurz dargestellt werden sollen: Bereits in den friihen 1980er
Jahren wurden Experimente mit dem Schwermetall Lanthanum durchgefihrt, das bei
Ratten uUber das runde Fenster direkt in die Endolymphe injiziert wurde (23). Mittels
folgender TEM Analyse konnten Lanthanum-Prazipitate im ED-Epithel identifiziert
werden, die sich in die interzellularen Regionen sowie bis in das periduktale Gewebe
erstreckten. Dies deutete auf eine hohere parazellulare Permeabilitat des ED-Epithels
zumindest fur Schwermetallionen hin. Im Gegensatz dazu konnten Lanthanum-
Prazipitate in der ES Region nur apikal der TJs beobachtet werden. Die interzellularen
Regionen des ES Epithels sowie das subepitheliale ES Gewebe waren hingegen
weitgehend frei von Schwermetallionen — eine Tatsache, die eine deutliche
parazellulare Barriere des ES Epithels vermuten lasst (23). Weiter haben Messungen
der lonenkonzentrationen der cochledren Endolymphe eine hohe K+ und geringe Na+
lonen Konzentrationen aufgezeigt wahrend fur die endolymphatische Flussigkeit des
ES geringe K+ und hohe Na+ Konzentrationen beschrieben wurden (97-100). Diese
Daten werden zwar kontrovers diskutiert, da eine Messung der lonenkonzentrationen
der Endolymphe des ES technisch sehr aufwéndig und aufgrund der sehr kleinen
Volumina fehleranféllig ist. Dennoch ist in Zusammenschau mit den gesamten
anderen Daten eine Equilibrierung der Endolymphe vor allem in Bezug auf lonen und
kleine Molekule bereits im ED vorstellbar, wahrend dem ES mdoglicherweise andere
Funktionen wie beispielsweise Phagozytose oder Sekretion von grol3eren
Makromolekiilen zugeschrieben werden kénnten. In diesem Zusammenhang wurde
die Expression von sekretierten Makromolekilen wie beispielsweise Mucinen durch
ES Gewebe beschrieben (24). Zusammenfassend kdnnen die Unterschiede in der
subzellularen Claudin 3 Lokalisation sowie der quantitativen Expression
verschiedener Claudine gemeinsam mit den ultrastrukturellen Daten die Theorie
eines auf dem parazellularen Weg durchlassigen ED-Epithels und eines dichten

distalen ES weiter untermauern.
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4.2 Stimulierbarkeit von Claudinen in endolymphatischen Epithelien

Uberraschend bei der Analyse der subzellularen Lokalisation war allerdings die
Tatsache, dass einige der identifizierten Claudine wie Claudin 4, 6 und 16 weniger in
den TJ und membranaren Domanen lokalisiert waren sondern vielmehr im
zytoplasmatischen Kompartiment detektiert wurden. Die Translokation von Claudinen
aus dem Zytoplasma in die membrandren Doméanen bzw. TJ und vice versa aufgrund
von posttranslationalen Modifikationen wie Phosphorylierung wurde bereits als
Mechanismus in der Regulation der parazellularen Barriere- und
Permeabilitatseigenschaften beschrieben (101-104). Daher drangte sich an dieser
Stelle die Frage auf, ob diese zytoplasmatischen Claudine eventuell durch Hormone
oder bestimmte Pharmaka in den untersuchten endolymphatischen Epithelien
regulierbar seien. Zur Beantwortung dieser Frage wurde das Hormon ADH
herangezogen, dessen Blutspiegel in einigen Studien mit dem Auftreten des MM
korrelierte und das deshalb mit einer Dysregulation der endolymphatischen lonen und
Flissigkeitshomeostase in Verbindung gebracht wurde (26, 27, 42). Tatséchlich
wurde in einigen Tierstudien auch gezeigt, dass die chronische Verabreichung von
ADH einen endolymphatischen Hydrops sowie die klinische Symptomatik des MM
induzieren kann (4, 29, 46). Mechanistisch fuhrt ADH in den Sammelrohren (SR) der
Niere Gber den V2R und den cAMP/ PKA Pathway zu einer Translokation von AQP2
in die luminalen Membranen der SR Zellen. Dadurch kann Wasser entlang des
osmotischen Gradienten lUber das Epithel gleichsam entlang einer transzelluléaren
Route zurtick in das Niereninterstitium gezogen und somit resorbiert werden (44). Da
im ES Epithel die Expression von V2R und AQP2 beschrieben wurde (11, 45), wird
der Mechanismus einer ADH regulierten endolymphatischen lonen- und
Flissigkeitshomeostase in Analogie zur renalen Physiologie diskutiert (44). In der
vorliegenden Studie konnten jedoch bei dDAVP simulierten ES mit der Translokation
von Claudin 4 aus dem Zytoplasma in die basolateralen Membranen bzw. in die TJ
Hinweise dafiir gewonnen werden, dass in der endolymphatischen lonen und
Flissigkeitshomeostase neben den transzellularen Mechanismen auch parazellulare
Prozesse von Bedeutung sind. Claudin 4 ist in vielen verschiedenen epithelialen
Geweben wie den Sammelrohren der Niere, der Lunge, dem GI Trakt oder vielen
Driisen exprimiert (105-109). Bislang haben eine Reihe von Studien die Rolle von
Claudin 4 beim Aufbau von parazellularen Barrieren beleuchtet: So wurde bei
Uberexpressionen von Claudin 4 mit nachfolgenden elektronenmikroskopischen
Analysen von Gefrierbriichen eine deutliche Zunahme der TJ Strédnge sowie deren
Komplexitat beschrieben (105). Untersuchungen zu den parazellularen Barriere- und

Permeabilitatseigenschaften von Claudin 4 lieferten je nach Studie aber zum Teil
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abweichende Ergebnisse: So zeigen Daten, dass eine Uberexpression von Claudin 4
mit einer Zunahme des transepithelialen Widerstandes ohne einer Veranderung der
Permeabilitat gegentber verschiedenen lonen verbunden ist (105, 110). Neuere
Daten deuten hingegen darauf hin, dass Claudin 4 unter bestimmten Umstanden als
Pore fungieren kann: So fihrt die Interaktion von Claudin 4 mit Claudin 8
beispielsweise zur Translokation von Claudin 4 in die TJ und damit zur Ausbildung
einer Chlorid spezifischen Anionenpore. Wird diese Interaktion zum Beispiel durch
Depletion von Claudin 8 in SR Zellen der Niere aufgehoben, so resultiert daraus eine
zytoplasmatische Verteilung von Claudin 4 und dementsprechend eine Abnahme der
transepithelialen  Chloridpermeabilitat  (20). Weiteres wurde in  einer
Keratinozytenzelllinie gezeigt, dass durch posttranslationale Modifizierung von
Claudin 4 dessen subzellulare Lokalisation reguliert werden kann. So konnte durch
Phosphorylierung von Claudin 4 mittels einer PKC eine Translokation in die TJ
induziert werden (111). Eine Rolle von ADH wurde aber im Zusammenhang mit der
Regulierbarkeit von Claudin 4 oder anderen Claudinen aber nicht beschrieben.
Zusammenfassend kann Claudin 4 als starkes barrierebildendes Claudin betrachtet
werden, das unter bestimmten Bedingungen und moduliert durch zahlreiche
Signalwege fir bestimmte lonen eine porenbildende Struktur einnehmen kann (20,
110). Spekulativ kann daher die Mdglichkeit erwogen werden, dass ADH uber
Regulation von Claudin 4 und potentiell andere Claudine die parazelluldren
Barriereeigenschaften erhdht oder derart verandert, dass es zu Entgleisungen der
endolymphatischen  lonen- und  Flissigkeitshomodostase bis hin  zum
endolymphatischen Hydrops und MM kommen kann. Mechanistisch bindet dDAVP
als ADH Analogon spezifisch an den V2R und induziert dabei die Produktion von
cAMP mit darauffolgender Aktivierung der PKA (44). Claudin 16, das Uber den selben
PKA Pathway reguliert wird (104), zeigte jedoch keine Translokation nach dDAVP
Stimulation (Daten nicht gezeigt). Daher ist es durchaus mdglich, dass dDAVP
Claudin 4 Uber einen anderen Pathway reguliert. Eine klrzlich erschienene Studie
demonstrierte tatsachlich, dass ADH eine Reihe von Transportern wie den NKCC2
Uber den V2R/ WNK4/ SPAK Pathway im distalen Nephron reguliert (112). Auch
wurde kirzlich gezeigt, dass die Aktivierung von WNK4 zur Phosphorylierung von
Claudin 1, 3, 4 wund 7 fiuhren kann wund dabei die parazellularen
Permeabilitatseigenschaften moduliert (102, 103). Daher besteht natirlich auch die
Maoglichkeit, dass dDAVP vielmehr tber den V2R/ WNK4 Pathway und nicht Giber den
cAMP/ PKA Pathway die Translokation von Claudin 4 in endolymphatischen
Epithelien induziert. Entglltig lie3e sich dies jedoch nur Uber weitere Experimente mit

spezifischen Inhibitoren oder Knock-Out Tieren klaren.
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5.3 Vergleich der gewonnen Expressionsdaten mit adulten Geweben

Um Hinweise dafiir zu gewinnen, dass die aus den postnatalen ED und ES Proben
(P04) gewonnen Daten auch eine Relevanz fir adulte Gewebe haben, wurden
daruber hinaus die mMRNA Expressionsdaten sowie die Immunfluoreszenz Analysen
mit Daten von adulten Proben verglichen (Fig. 3 & 9). Hier konnte in adulten ES
Epithelien die Expression von allen ausgewahlten Claudine mit entsprechender
subzellularer Lokalisation bestétigt werden. Daher kann aufgrund der beobachteten
Ahnlichkeiten davon ausgegangen werden, dass die Daten des postnatalen Gewebes
inklusive der gewonnenen Stimulationsdaten mit einer hohen Wahrscheinlichkeit auf
den adulten Organismus Ubertragen werden kdnnen. Klarend sollte hier angefihrt
werden, dass adulte Gewebe aufgrund der sehr schwierigen préparatorischen
Zuganglichkeit des EDs bzw. aufgrund der dichten Verwachsung mit dem
umgebenden meningealen Gewebe nicht fir die ED vs. ES Vergleiche bzw.

Stimulationsexperimente eingesetzt wurden.
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5 Zusammenfassung

Der endolymphatische Sack (ES) formt eine Erweiterung des membrantsen
Labyrinths und ist im Felsenbein bzw. mit seinen distalen Auslaufern in einer
Duraduplikatur lokalisiert. Der ES steht dabei mit den anderen Anteilen des
Innenohres wie der Kochlea und dem Vestibularorgan tber den endolymphatischen
Dukt (ED) in Verbindung (2). Es wird angenommen, dass ED und ES eine Rolle in der
endolymphatischen Flissigkeits- und lonenregulation einnehmen, allerdings sind die
exakten Mechanismen in den unterschiedlichen Anteilen des ED und ES bei diesem
Prozess noch nicht hinreichend verstanden (3, 5, 6). Es ist allgemein bekannt, dass
die Flussigkeits- und lonenhomdostase sowohl Uber trans- als auch parazellulare
Mechanismen des involvierten Epithels gesteuert wird (7, 8). Bislang wurde bereits
eine breite Palette an Kandlen und Transportern im ES Epithel identifiziert, die
mdglicherweise die transzellulare Komponente der  Flissigkeits- und
lonenhomaoostase vermitteln (5, 10-13). Im Gegensatz dazu ist nur sehr wenig Uber
die Mechanismen bekannt, die dem parazellular vermittelten Anteil der Flussigkeits-
und lonenhomdostase des ED und ES zugrunde liegen. Pionierarbeiten aus den
1980er Jahren wie beispielsweise elektronenmikroskopische Analysen von
Gefrierbriichen oder Lanthanum Injektionsexperimete konnten bereits zeigen, dass
der ED sowie die proximalen ES Anteile (PSP) deutlich weniger TJ
Versiegelungsstrange und eine hohere Permeabilitdt fir bestimmte lonen im
Vergleich zu den distalen ES Abschnitten (DSP) aufweisen (22, 23). Das erste Ziel
im Rahmen dieser Studie bestand somit darin, die Daten zum ultrastrukturellen
Erscheinungsbild von TJs im ED und ES mittels
transmissionselektronenmikroskopischen (TEM) Studien zu reproduzieren und im
Rahmen einer feinen Differenzierung zwischen unterschiedlichen ES Abschnitten
noch weiter auszubauen. Tatsachlich konnten in der DSP TJ mit komplexerem
Erscheinungsbild und einer grélReren Anzahl von membranaren ,Kissing Points"
identifiziert werden, wahrend im ED haufig seichte TJ mit zum Teil gar fehlenden
membranaren Berthrungspunkten detektierbar waren. Abgesehen von einigen
kleineren Studien, die die mMRNA Expression von einigen Claudin Familienmitglieder
im ES charakterisiert haben (24, 25), gibt es bisher kaum Daten, die die Unterschiede
im ultrastrukturellen Erscheinungsbild der TJ oder die Rolle von parazellularen
Mechanismen bei der endolymphatischen Flissigkeits- und lonenhomgostase ndher
beleuchten. Da die Claudine mit ihren knapp 30 Familienmitgliedern als
entscheidende Komponenten des molekularen Aufbaus von TJ sowie des
parazellularen Flissigkeits- und lonentransports beschrieben wurden (14, 66, 80),

wurde im folgenden Schritt ein Hochdurchsatz gPCR- Screen zur Identifizierung der
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im Epithel des ED und ES exprimierten Claudine angesetzt. Dabei konnten Claudin
3, 4, 6, 8, 10 und 16 sowohl im ED als auch ES auf mRNA Ebene detektiert werden.
Aus zahlreichen Studien ist es jedoch auch hinreichend bekannt, dass die mRNA
Expression haufig nicht mit der tats&chlichen Proteinexpression korreliert (87, 88). Im
nachsten Schritt konnten daher mittels Immunfluoreszenzmikroskopie nicht nur die
gPCR Daten bestatigt und eine spezifische Proteinexpression der Zielmolekiile in den
endolymphatischen Epithelien nachgewiesen werden, sondern auch mdgliches
molekulares Korrelat fiir die Unterschiede im ultrastrukturellen Erscheinungsbild der
TJ im ED und ES identifiziert werden: Claudin 3, ein starkes barrierebildendes
Claudin, dessen Uberexpression auch mit eine deutliche Zunahme der TJ
Komplexitat einhergeht (17, 93, 94), konnte in den Schnittpraparaten im ES vor allem
in den TJ lokalisiert werden, wahrend im ED eine basolaterale Lokalisation
unabhangig von TJ vorherrschend war. Dies kdnnte somit die zahlreichen
membranéren Berihrungspunkte und das komplexere Erscheinungsbild der TJ des
ES erklaren und eine Begriindung fur die seichten TJ im ED Bereich liefern.

Interessanterweise konnte in den Schnittpraparaten fiir einige Claudine wie Claudin
4, 6 oder 16 auch eine primér zytoplasmatische Lokalisation detektiert werden. Eine
Translokation von Claudinen aus dem Zytoplasma in die TJ und Vice Versa aufgrund
von poststranslationalen  Modifikationen wurde bereits in  zahlreichen
Veroffentlichungen als Mechanismus zur Regulation der parazellularen
Barriereeigenschaften beschrieben (101-104). Daher wurde im letzten Teil der
vorliegenden Arbteit die Frage beleuchtet, ob in endolymphatischen Epithelien die
parazellularen Barrieremolekiile auch Uber ahnliche Mechanismen regulierbar sind.
Tatséchlich konnte in ES Praparaten, die mit dem ADH Analogon dDAVP stimuliert
wurden, eine Translokation von Claudin 4 aus dem Zytoplasma in die membranaren
Kompartimente sowie die TJ beobachtet werden. ADH ist ein Hormon, das in einigen
Studien mit einer Dysregulation der endolymphatischen Flussigkeits- und
lonenhomaoostase und der Entwicklung des Morbus Meniere assoziiert ist (29, 30, 43,
46). Aufgrund der Tatsache, dass in ES Epithelien bereits die Expression von V2R
und AQP2 gezeigt wurde (11, 45), wurden primar transzellulare Mechanismen bei
der Entwicklung des MM in Analogie zur renalen Physiologie postuliert. Die Tatsache
allerdings, dass in der vorliegenden Studie dDAVP die Translokation von Claudin 4
in die TJ induzieren konnte, legt den Schlu® nahe, dass bei der endolymphatischen
Flassigkeits und lonenhomdostase auch parazellulare Mechanismen beteiligt sein

kdnnten.
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6 Hinweise zur Verdoffentlichung:

Zum Zeitpunkt der Verfassung dieser Dissertationsschrift war diese noch
in Vorbereitung bzw. in Arbeit
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